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Levende organismen bestaan uit cellen die zijn omringd door een membraan dat 
bestaat uit een dubbele laag lipiden (vetten of vetachtige stoffen). Deze biologische 
membranen spelen een belangrijke rol in vele biologische processen en zijn daarom 
van cruciaal belang voor het welzijn van het organisme. Het membraan creëert een 
natuurlijke barrière rondom de cel dat selectief doorlatend is voor ionen en andere 
moleculen. Hierdoor wordt een intracellulaire celinhoud gevormd dat in samen-
stelling sterk afwijkt van het extracellulaire milieu. Daarnaast bevatten biologische 
membranen verscheidene ingebedde eiwitten die een functie hebben in vitale 
processen, zoals in transport, signaaltransductie, energieopwekking en motiliteit.
Bacteriën kunnen, op basis van de structuur van de celenvelop, worden ingedeeld 
in twee groepen: de Gram-positieven en -negatieven. Deze naamgeving is geba-
seerd op de Gramkleuring methode, ontwikkeld door Hans Christian Gram voor de 
differentiatie van bacteriesoorten. Gram-positieve bacteriën  beschikken over een 
cytoplasmamembraan dat is omgeven door een celwand die bestaat uit een netwerk 
van met elkaar verbonden peptidoglycaanketens. Gram-negatieve bacteriën, daaren-
tegen, hebben een dunne laag peptidoglycaan tussen het cytoplasmamembraan en 
het buitenmembraan in het periplasma. Het cytoplasmamembraan is betrokken bij 
de opwekking van energie, terwijl het buitenmembraan poriën bevat die permeabel 
zijn voor een selecte groep moleculen. Recentelijk is gebleken dat de Gramkleuring 
een onbetrouwbare methode is voor de differentiatie van de bovenstaande groepen 
bacteriën. Bijvoorbeeld de Mycobacteriën worden Gram-positief gekleurd terwijl ze 
wel naast het cytoplasmamembraan over een buitenmembraan beschikken die een 
unieke lipide samenstelling heeft. 
Een algemeen mechanisme die bacteriën gebruiken om de cel te beschermen tegen 
de schadelijke effecten van toxische moleculen in het milieu is door middel van trans-
porteiwitten in het cytoplasmamembraan die zijn betrokken bij het exporteren van 
een breed spectrum aan stoffen. In Gram-negatieve bacteriën vormen deze trans-
porteiwitten vaak een kanaal die zowel het cytoplasmamembraan, het periplasma 
en het buitenmembraan overspannen. Transporteiwitten zijn betrokken bij diverse 
huishoudfuncties, zoals de opname van nutriënten en de export van afvalstoffen, 
en zijn vaak specifiek voor een klasse van structureel gerelateerde moleculen. Deze 
“transporters” spelen echter ook een rol in de export van geneesmiddelen, en dit 
gaat over het algemeen over structureel ongerelateerde stoffen. Dit soort transpor-
teiwitten kunnen bijdragen aan de ontwikkeling van multidrugresistentie (MDR), de 
resistentie van een micro-organisme voor een groot aantal structureel diverse toxi-
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sche stoffen. Door het gebruik van antibiotica voor de bestrijding van infectieziekten 
hebben bacteriën zich verscheidene verdedigingsmechanismen eigen gemaakt. De 
opkomst van antibioticaresistentie in pathogene bacteriën is geculmineerd in bacte-
riestammen die resistent zijn voor een breed spectrum van antibiotica, de zoge-
naamde multidrugresistente bacteriën of “superbugs”. De mechanismen die door deze 
bacteriën worden gebruikt voor deze resistentie kunnen meerdere resistentie deter-
minanten omvatten, maar ook multidrug transporteiwitten kunnen bijdragen aan 
het MDR fenotype. Multidrugtransporters zijn integrale membraaneiwitten die een 
grote variëteit aan cytotoxische drugs van de cel in het extracellulaire milieu kunnen 
transporteren. Transporteiwitten kunnen worden geclassificeerd in verschillende 
families, afhankelijk van de structurele organisatie en het mechanisme van energie-
gebruik. Dit zijn de volgende families: de ATP-binding cassette (ABC) superfamilie, 
dit zijn primaire transporters die de hydrolyse van ATP gebruiken voor het sturen 
van transport, daarnaast zijn er de secundaire transporters die de energie halen uit 
een elektrochemische gradiënt van H+ of Na+. Secundaire MDR transporters behoren 
voornamelijk tot de major facilitator superfamilie (MFS), de resistance-nodulation-cell 
division (RND) familie, de multidrug and toxic compound extrusion (MATE) familie 
en de small multidrug resistance (SMR) familie. Alhoewel de structuur en energiekop-
peling van de eiwitten die behoren tot deze (super)families behoorlijk verschillend is, 
hun functie is hetzelfde: het veroorzaken van multidrugresistentie via de export van 
een breed scala aan substraat drugs.
MDR is in de jaren 80 voor het eerst geconstateerd in humane carcinoomcellen, 
waarin het geïdentificeerde transporteiwit MDR-1 verantwoordelijk bleek te zijn voor 
de export van antikanker geneesmiddelen. In de daaropvolgende jaren zijn meerdere 
transporteiwitten geïdentificeerd in bacteriën die in staat zijn meerdere soorten anti-
biotica te transporteren. Hoofdstuk 2 van dit proefschrift bespreekt de karakterise-
ring van een aantal mogelijke MDR transporters, behorende tot de ABC superfamilie, 
van Staphylococcus aureus. Recente studies hebben aangetoond dat het transporteiwit 
Sav1866 betrokken is bij drug transport (1) en de structuur van Sav1866 wordt over 
het algemeen gezien als paradigma voor homodimeer ABC halftransporter MDR 
systemen (2). Dit hoofdstuk heeft als doelstelling het valideren van de rol van Sav1866 
in drug- en antibioticaresistentie en dit hoofdstuk omvat daarnaast een aantal andere 
mogelijke ABC-MDRs. Op basis van de genexpressie analyse van S. aureus die werd 
gegroeid in de aanwezigheid van antibiotica is een selectie van ABC transporters 
gekozen voor verdere karakterisering. Desalniettemin is alleen voor Sav1866 en één 
andere ABC transporter een succesvolle gendeletie gerealiseerd. Het is opmerkelijk 
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dat de gendeletie mutanten geen verhoogde drug sensitiviteit lieten zien. Daarom is 
het onwaarschijnlijk dat Sav1866 een multidrugtransporter is, maar speelt deze ABC 
transporter waarschijnlijk een rol in een meer specifiek export proces, al is nog onbe-
kend om welk specifiek proces dit gaat omdat de functie niet essentieel blijkt te zijn.
De rol die transporteiwitten spelen in de drugresistentie van bacteriën is tot in 
detail beschreven voor verscheidene bacteriën, zoals AcrAB van Escherichia coli en 
LmrCD van Lactococcus lactis. De laatstgenoemde wordt besproken in hoofdstuk 
3 van dit proefschrift, hierin wordt de genregulatie van lmrCD door zijn repressor 
LmrR onderzocht. LmrR is een transcriptie regulator met een dimere structuur, die 
een centrale hydrofobe porie en twee DNA-bindings domeinen bevat (3). De centrale 
porie is in staat hydrofobe planaire drugs te binden, deze worden gestapeld tussen 
twee geconserveerde tryptofaan residuen in het LmrR dimeer. LmrR bindt een 
specifieke DNA sequentie in de promotor regionen die voor de lmrCD en lmrR loci 
liggen, hierdoor wordt de expressie van deze genen onderdrukt (4). Palindroom PadR 
sequenties die zijn gelokaliseerd in deze DNA regionen zijn verantwoordelijk voor 
de LmrR-DNA binding. Mutagenese van deze PadR sequenties leid tot een te niet 
gedane LmrR-DNA binding (hoofdstuk 3). Daarentegen is er weinig bekend over 
hoe drug binding aan LmrR de LmrR-DNA binding beïnvloedt. De aanwezigheid 
van een LmrR substraat in de centrale porie verzwakt waarschijnlijk de LmrR-DNA 
binding en dit zal dan uiteindelijk leiden tot genexpressie van de door LmrR gecon-
troleerde genen. Bekende LmrR substraten delen een vergelijkbare planaire heterocy-
clische structuur die een sterke interactie met de hydrofobe bindingsplaats van LmrR 
aangaan. Echter, veel van deze moleculen intercaleren met de grote groeve (major 
groove) van het DNA en daarom beïnvloeden ze niet alleen de LmrR-DNA binding 
maar ook de DNA structuur. De vitamine riboflavine heeft een planaire structuur 
die veel lijkt op de bekende LmrR substraten en er is aangetoond dat riboflavine in 
staat is LmrR te binden (hoofdstuk 3), hoewel het wel met een significant zwakkere 
bindingsaffiniteit bindt. In de aanwezigheid van riboflavine is de LmrR-DNA binding 
sterk verminderd. De experimentele data die is beschreven in hoofdstuk 3 verstrekt 
voor het eerst bewijs voor het eerder voorgestelde drug geïnduceerde mechanisme (4) 
van lmrCD expressie.
Een mogelijke manier om antibioticaresistentie tegen te gaan is door de modificatie 
van de antibiotica zodat deze fotogeactiveerd kunnen worden. De toevoeging van 
een fotoswitch in een bioactief molecuul maakt het mogelijk de activiteit hiervan te 
controleren (5). Daarom hebben we antibiotica gemodificeerd en een fotoactiveer-
bare verbinding geïntroduceerd (hoofdstuk 4 & 5). Azobenzeen verbindingen die 
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verschillende zijgroepen bevatten zijn opgenomen in een quinolone antibioticum, 
wat resulteerde in een serie van verschillende fotoswitch antibiotica analogen 
(hoofdstuk 4). Deze antibiotica zijn, in beide fotoisomere toestanden (een UV geïn-
duceerde toestand en een door wit licht geïnduceerde grondtoestand) op antimicro-
biële activiteit getest. Van de gesynthetiseerde stoffen is één antibioticum geïdenti-
ficeerd die een verhoogde antimicrobiële activiteit heeft na UV belichting, terwijl 
deze in de grondtoestand, waarnaar deze geleidelijk terug isomeriseert enkele uren 
na de UV-bestraling, zwak bactericide is. Het fotoswitch quinolone antibioticum is 
werkzaam tegen zowel Gram-positieve als Gram-negatieve bacteriën in de actieve 
toestand. Om specifiek Gram-negatieven of -positieven in de groei te remmen zijn 
verschillende fotoactiveerbare moleculen gesynthetiseerd, namelijk een benzylpeni-
cilline en een quinolone, die beide een coumarine groep bevatten die door middel 
van licht activeerbaar is (hoofdstuk 5). Deze antibiotica verschillen van de fotoswitch 
quinolone, aangezien UV-bestraling een afsplitsing van de coumarine groep bewerk-
stelligd in plaats van een fotoisomerisatie. De coumarine houdt het antibioticum in 
een inactieve toestand, terwijl een belichting met een specifieke golflengte UV licht 
leidt tot afsplitsing van de coumarine en activatie van het antibioticum. Beide antibi-
otica zijn efficiënt in de remming van bacteriële groei, alleen is de benzylpenicilline 
meer actief tegen Gram-positieven en de quinolone heeft een sterkere antibacteriële 
werking tegen Gram-negatieven. Dit verschil in activiteit maakt de selectieve groei 
van Gram-positieve of -negatieve bacteriën mogelijk.
De regulatie van genexpressie in bacteriën wordt verricht door complexe regulatie 
systemen. Een mechanisme dat door bacteriën wordt gebruikt voor de controle over 
genexpressie is quorum-sensing (6). Quorum-sensing regulatie wordt bewerkstelligd 
door signaalmoleculen die door de bacteriën in kleine mate worden geproduceerd 
als de dichtheid van de bacteriële cellen nog laag is. Als de dichtheid van de popu-
latie een bepaalde drempelwaarde bereikt is de concentratie aan signaalmoleculen 
genoeg om het quorum-sensing systeem te activeren. De enzymen die verantwoor-
delijk zijn voor de synthese van de signaalmoleculen worden positief gereguleerd 
door quorum-sensing, daardoor leid activatie van dit mechanisme tot autoinductie. 
Het Las quorum-sensing systeem van Pseudomonas aeruginosa is verantwoordelijk 
voor de regulatie van onder andere virulentie en biofilm vorming. Signaalmoleculen 
geproduceerd door de synthetase LasI binden de regulator LasR, hierdoor worden 
genen die door Las worden gereguleerd aangezet en daarnaast wordt lasI expressie 
versterkt. Door het gebruik van signaalmoleculen met een ingebouwde fotoswitch 
is het ons gelukt het Las quorum-sensing mechanisme aan te sturen (hoofdstuk 6). 
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Drie fotoswitch signaalmoleculen zijn gesynthetiseerd, waarvan twee het Las systeem 
kunnen beïnvloeden. Na bestraling met UV licht activeert één van de twee mole-
culen het Las systeem sterk, terwijl het andere molecuul geïnactiveerd word door 
UV licht. Signaalmoleculen die kunnen worden ge(in)activeerd door een externe 
stimulans kunnen als een handige biotechnologisch gereedschap worden gebruikt, 
bijvoorbeeld voor de controle over de overproductie van eiwitten. Tevens zouden 
door licht geactiveerde signaalmoleculen kunnen worden gebruikt als modulatoren 
om virulentie in bedwang te houden. 
Slotopmerkingen
Dit proefschrift beschrijft het multidrugresistentie fenomeen dat is gebaseerd op 
transporteiwitten en daarnaast onderzoekt het een nieuwe generatie fotoactiveerbare 
biomoleculen voor het aansturen van cellulaire processen en mogelijk ook om resis-
tentie tegen te gaan.
Onze studies naar de karakterisering van mogelijke ABC-MDR transporters in 
Staphylococcus aureus hebben aangetoond dat de gendeletie van de Sav1866 trans-
porter geen druggevoeligheid fenotype veroorzaakt. Dit is opmerkelijk omdat 
Sav1866 betrokken leek te zijn in multidrugresistentie, hoewel deze studies waren 
uitgevoerd in de heterologe gastheer Lactococcus lactis en niet met S. aureus (1). Onze 
observaties kunnen verschillende oorzaken hebben. Het sav1866 gen codeert moge-
lijk niet een multidrugtransporter, of de rol van Sav1866 wordt overgenomen door 
andere potentiële drugtransporters in S. aureus. Hoewel het laatstgenoemde niet kan 
worden uitgesloten is het opmerkelijk dat de sav1866 gendeletie geen uitgesproken 
effect heeft op zowel de bacteriële groei als de gevoeligheid voor toxische stoffen. 
De exacte betekenis van deze observaties over de functie van Sav1866 in L. lactis is 
moeilijk in te schatten omdat heterologe expressie de regulatie van endogene genen 
ook kan beïnvloeden. Andere transporters gecodeerd in het genoom van S. aureus 
zouden kunnen bijdragen aan multidrugresistentie in dit organisme, om deze hypo-
these te valideren zijn verdere gendeletie studies nodig. In combinatie met de over-
productie van andere kandidaat transporters zou verdere experimentele data de rol 
van genomisch gecodeerde ABC-MDRs in multidrugresistentie kunnen ontrafelen.
De ABC transporter LmrCD van Lactococcus lactis is een multidrugtransporter en 
draagt bij aan de resistentie voor vele toxische stoffen. Echter is er weinig bekend over 
de precieze genregulatie door de repressor LmrR. Onze data tonen aan dat LmrR 
naast toxische drugs ook riboflavine kan binden, een zwak ligand van dit regulato-
reiwit, en binding van riboflavine aan LmrR resulteert in een verminderde affiniteit 
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van LmrR voor het lmrCD en lmrR promotor regio DNA. Door het gebruiken van 
riboflavine konden we onze hypothese van het ligand geïnduceerde expressie van de 
multidrugtransporter LmrCD testen. Er is echter geen bewijs dat LmrCD reageert op 
riboflavine en/of riboflavine exporteert. Riboflavine lijkt juist een zwakke binder te 
zijn die de binding van de typische planaire drugs, die substraten van LmrCD lijken 
te zijn, imiteert. Waarschijnlijk is de concentratie van vrij riboflavine in de cel te 
laag om het LmrR gereguleerde netwerk te kunnen beïnvloeden. Toekomstige expe-
rimenten zouden de exacte LmrR-DNA binding stoichiometrie kunnen verklaren, 
bijvoorbeeld via kristallisatie van DNA-gebonden LmrR en meer diepgaande 
bindingsaffiniteit studies.
Dit thesis beschrijft de synthese en het testen van antibiotica die kunnen worden 
geactiveerd door het gebruik van licht, inclusief een quinolone die naar believen 
kan worden AAN en UIT gezet. Een interessant punt is dat, na activatie van het 
antibioticum bij hun doelwit, en door de trage fotoisomerisatie terug naar de inac-
tieve grondtoestand, fotoswitch antibiotica een gereduceerde antibiotische druk op 
het milieu achterlaten. Gemodificeerde antibiotica die een door licht activeerbare 
azobenzeen verbinding, en antibiotica die een door middel van licht afsplitsbare 
coumarine bevatten zijn effectief in het bestrijden van bacteriën. De antibiotica 
die inactief worden gehouden door de coumarine groep kunnen nuttig zijn voor 
de selectieve groei van specifieke bacteriën. Het gebruik van fotoswitch antibiotica 
zou een verminderde antibiotica druk op de omgeving kunnen hebben en daardoor 
minder bijdragen aan de ontwikkeling van antibioticaresistentie in bacteriën. Echter, 
het gebruik van UV licht voor de activatie is onverenigbaar met in situ toepassingen 
van deze antibiotica. Nieuwe antibiotica zouden daarom moeten worden ontwikkeld 
die door rood of nabij infrarood licht om meer penetratiekracht in het weefsel te 
genereren. Met zulke moleculen zou het mogelijk moeten zijn om lokale antibioti-
catherapie uit te voeren, met een mogelijkheid om bijwerkingen te verminderen, en 
met hoge selectiviteit.
Signaalmoleculen van het Pseudomonas aeruginosa Las quorum-sensing systeem zijn 
aangepast met een azobenzeen fotoswitch verbinding. Wij tonen dat door gebruik 
van deze synthetische signalen we het Las systeem kunnen activeren. In de actieve 
vorm zijn de synthetische signaalmoleculen in staat de regulatie van door quorum-
sensing gecontroleerde genen te activeren, hoewel deze generatie van chemische 
structuren in mindere mate een activatie genereren dan het wild type Las quorum-
sensing. Het gebruik van signaalmoleculen met een AAN/UIT knop die kan worden 
geactiveerd door middel van een externe stimulus zou een nuttig middel kunnen 
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zijn voor biotechnologische toepassingen of als een ondersteunende technologie 
voor de beheersing van virulentieontwikkeling. Globaal gezien tonen onze data dat 
de modificatie van bioactieve moleculen met fotoactiveerbare groepen geeft de gele-
genheid voor interessante toepassingen die kunnen worden gebruikt voor de studie 
van biologische processen. Deze methodes hebben de mogelijkheid voor gebruik 
van werkelijke toepassingen, maar verder onderzoek is nodig voor het verbeteren 
van de effectiviteit van de gemodificeerde stoffen en voor de ontwikkeling van een 
methodologie voor meer generiek gebruik. Onze studies waren gelimiteerd tot foto-
activeerbare antibiotica en signaalmoleculen, hoewel biologische mechanismen zoals 
eiwitsecretie, bacteriële motiliteitsystemen of het storen van bacteriële energie meta-
bolisme ook interessante doelwitten zijn voor toekomstige fotoswitch toepassingen.
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